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INTRODUCCION

La obtenci6n  de imageries mediante el us.0  de resonancia
magnetica (RM) es una tecnica no destructiva  que puede
ser utilizada en semillas. Esta tecnica permite  localizar 10s
protones  (nucleo de 10s iones de hidr6geno)  que conforman
las moleculas  de agua y las cadenas de acidos  grasos,
permitiendo crear imageries que ayudan a interpretar la
IisiologIa  de las semillas. Las propiedades fisiolbgicas  de
las semillas tales corn0 latencia (Vozzo y Young 1993),
cualidades potenciales del embri6n  (Vow, y Song 1989)
y anormalidades de1  embri6n (vozzo 1973) son
caracteristicas  que pueden ser estudiadas por esta via.

Halloin, Cooper, Potchen y Thompson (1993) estudiaron
la distribuci6n  de 10s hpidos  en las semillas de pecan (Catya
ilfinoensis (Wangenh.) K. Koch), usando imageries
obtenidas mediante RM. Vozzo (I 996) us6 la tecnica de
RM y resonancia magnetica nuclear (RMN), para
determinar el contenido de agua y lipidos  en las semillas
de walnut negro  (Jugfans  nigra L.), relacionandolos  luego
con su viabilidad. Otros autores han usado exitosamente la
tecnica de RM en diferentes semillas de especies agrIcolas
(Foucat, Chavagnat, Renou 1993).

MATERIALES  Y METODOS

La semilla de walnut negro se caracteriza por tener
aproximadamente 30mm de largo, con cotiledones, eje
embri6nario  y testa  claramente detinidos. Las semillas
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utilizadas en este estudio fueron colectadas en la ciudad de
Starkville, situada en la parte central-este del estado de
Mississippi (ubicado en el sur-este de USA). Despues de
haber eliminado el pericarpio, las semillas fueron
rapidamente almacenadas en seco a 4OC  hasta el moment0
de 10s analisis. Las semillas fueron radiogratiadas,
mediante radiografia  convenci6nal  (RC) a 30 kVp, 3 mA,
180 set a 65 cm con pelicula Kodak3 Industrex tipo M, el
cual fue develado manualmente. Cada semilla fue
individualmente identificada para  la posterior obtenci6n
de imageries mediante la tecnica de RM, asi coma para la
determinaci6n  de la germinaci6n.  Inicialmente, las semillas
con embriones bien desarrollados fberon embebidas en agua
por 24 horas y luego sometidas a RM, tomografia
computarizada (TC) y espectrocopia por RMN.
Posteriormente para las pruebas de germinaci6n  las
semillas fueron pretratadas; estratificandolas  por 90 dias
a 4°C .dentro  de bolsas plasticas negras humedas.  Las
pruebas de germinaci6n  fueron conducidas en cajas de
germinaci6n  con papel kimpack’  humedo. Durante el
proceso  de germinaci6n  fueron aplicados regimenes de
temperaturas altemas de 20” C y 30” C, con perlodos  de 8
horas de luz durante 30’  C y 16 horas de luz durante 20’ C
(Brinkman 1974). Despues del proceso  de estratificacibn
las semillas fueron  expuestas nuevamente a RM.

RESULTADOS

Las semillas examinadas usando RC fi,teron  facilmente
divididas en dos grupos basados en la densidad de las
radiografias;  semillas vacIas (embri6nes  no suficientemente
desarrollados)  y semillas con embriones bien desarollados.
Los experimentos iniciales mostraron que his  semillas
clasificadas  coma vacias mediante RC, heron tambien
clasificadas  coma vacuts  cuando se usaron las tecnicas de
TC y RM. Estas semillas clasificadas coma  vaclas,
generalmente no germinaron despues de haber sido
expuestas al proceso  de estratificaci6n.  Por esta razon 10s
estudios  siguientes de TC y RM se realizaron solo con
aquellas  semillas que habian sido clasiticadas  coma de
embriones bien desarrollados durante 10s estudios de RC.



-a--

-



Ckrminacik Y almacenamiento  de semillas for&ales

En este estudio  se pudo demostrar que existe una relaci6n
entre la anatomia  (TC) y la fisiologia  (RM) denotada por
la interrelaci6n  que hay entre la densidad y la disVibuci6n
de 10s protones  de 1a.s  semillas.

Reconstrucci6nes  seriadas a traves  de computadora
generaron im&enes  a tres dimensiones,  ilustrando la
localizaci6n  y densidades de las principales  partes de la
semilla: testa, cotiledones y embribn.  Aplicaci6n  de color
artiticialmente asignado por distribuci6n  de ranges  de
energia espectral  permitio  la separaci6n  de las formas
oscuas  que de owa manera no eran visibles.  Comparando
tanto  las semillas vacias, coma  las llenas pero no
germinables, con las llenas y genninables,  se determin6
una clam distinci6n  basada en la cantidad y localizaci6n
del color Verde aplicado. La energia de longitud  de onda
del color Verde representa la minima viabilidad  de la semilla
para germinar, cuando se asign  densim&ricamente  a 10s
niveles de gris  obtenidos con radiogratia  TC. Las semillas
vacias mostmron  trazos o ninglina  coloraci6n  Verde. Las
semillas llenas pero no germinables, mostraron  on poco
m&s de coloraci6n Verde. En tanto  que las llenas y
germinables, fueron  distinguidas r&pidamente por mostrar
abundante  coloraci6n  Verde (Fig. I).

Con el prop6sito  de defmir  las densidades representadas
por longitud de ondas  del color Verde, las imageries
obtenidas  por RM muestzan una distribuci6n  m6vil  de 10s

protones  del nticleo de hidr6geno  (H). Comparando 10s
pa&ones de densidad obtenidos con la tkcnica de TC, con
la distribuci6n  de prot6n  obtenida con la tkcnica de RM, la
coloraci6n  Verde.  representa  la localizaci6n  del contenido
de agua y de las largas cadenas de lipidos presentes en Las
semillas

Inicialmente,  RM daba  una  image” conjunta  tanto de 10s
protones  del agua coma de 10s protones  de 10s  lipidos
(Fig. 2). Posteriormente,  sin embargo, ha sido posible
separar  las dos entidades alterando las constantes  de
relajaci6n,  lo cual implica una diferencia  en el tiempo de
relajaci6n  de 10s lipidos  y del agua (Fig. 3). Las imageries
resultantes veriticaron  que 10s protones  de 10s lipidos y 10s
del agua fueron  10s factores mas importantes en confomw
la intensidad de la image”.

Figura 2. Representaci6n de la disponibilidad de agua y kcidos
grams en las  semilh  de Juglam  nip-o usando re5onancia
magn&ica.

Las imageries adquiridas despu& del proceso de
estratiticaci6n  de las semillas fueron  mas intensas que las
adquiridas antes de la estratiticaci6n.  La intensificaci6n
de las  imdgenes se puede  explicarpor el incremento  en 10s
contenidos de agua y grass  ocurrido  dwante  el proceso de
estratiticaci6n  (Fig. 4). Este incremento  es interesante
porque  refleja  no solo la cantidad si no tambikn  la
dishibuci6n  intema de 10s kidos  grasos y del agua. La
uni6n  de las molkulas  de agua  coma resultado de las
estratiticaci6n  fue descrita por Faust, Liu, Millard, Stute
(1991).

Los resultados de germinaci6n indican  que todos 10s
embriones que mostraban  cantidad minima y distribuci6n
de lipidos (coma  lo indicaron las imageries obtenidas
antes del proceso  de estratificaci6n)  fallaron  en germinar.

Figura I. Tomogratia computarizada de las  semillas de Juglam
nigra. A. vacia,  no viable; B. Llena, viable.



Figura 3. lmagenes  de las  semillas  de Jughns  nigro  obtenidas par  resonancia  magnbica

A. Movimiento en la distribuci6n  de 10s  protones  del  hidrbgeno  del  agua:
8. Movimiento en la distribuci6n  de 10s  pmt~nes  de1  hidrbgena  de lx Bcidos  grasos.

Figura 4. Imigenes  de las  semillas  de Jughs  nigro.  obtenidas par  resonancia
magnbtica.

A. DistribuciOn  de 10s  pmmnes  de1  aguaen  las  semilk  antes  del  proceso de crtratiticacibn;
B.  DistribuciOn  de Ins  pmtones  del  hidr&gena  de1  aguaen  las  semillas  despuks  del  procesa
de estratificacidn,
C. DistribuciOn  de 10s  protones  del  hidrdgeno  de 10s  acidus  grasos  cn  scmilks  antes  del
proceso de estratiticacl6n;
D. Distnbuci6n  de lx pmtones  de hidrbgeno  de lx acidas  grasos  en las  semilla.s  despuks
del  P~OC~SO  de entratiticacibn.

DISCUSION

La relaci6n  entre  abundancia  de protones, disminuci6n  en
las  constanks  de protbn, el papel  de IDS  instrumentos
usados,  y la ink&dad  de las  im@enes  obtenidas, ha sido
discutidadetalladamente  por Werhli, erai (1983); Halloin,
et  al ( 1994); y MacFall, el  al (I 994). Como resultado f ina l
de &a  interacci6n  se puede apreciar  que  10s  componentes
con mas  alta  constante  de relajaci6n  (TZ)  proveen
proporcionalmente,  la mayor contribucitm  en la adquisici6n
de imageries  intensas. Al momenta de obtener 10s  data
para  la conformaci6n  de las  imtigenes,  la selecci6n  de una
frecuencia de resonancia con un  rango  comim  a la
frecuencia de resonancia  del  agua  y la de 10s  lipidos, hate
que  ambos  componentes contribuyan a la intensidad de la

mugen.  Sm  embargo, las  diferencias  en las  constantes  de
relajaci6n  (‘IX)  y el tiempo  de relajacidn  del  agua  y de 10s
iipidos, permitc  la separaci6n  del aporte  de 10s  dos
componentes a la intensidad de la  im&enes  obtenidas.
En esw  estudio se determinO  que  Ios lipidos fueron
mayormenre  responsables  por la intensidad de las  im&nes
de 10s  embriones.

Las imageries  adquiridas despues del proceso de
estratiticacibn  tixron  mas  intensas que  las  adquiridas  antes
del proceso de eshatiticaci6n  de las  semillas. Faust ef  a/
(1991) menciOnan  que  este  cambio  puede ser  atribuido al
incremento  en el tiempo de relajacinn  de Ins protones.



Germinacih  y almacenamiento cje  semillas  forestdes

conjuntamente con 10s  cambios atribuidos a la
desasociacion de las  moleculas  del agua coma  resultado

de la vemalizacion. En este estudio el increment0 en la
intensidad de las imageries  se puede relacionar
indudablemente con el aumento en la disponibilidad de las
moleculas  de agua, ya que ningun  exceso  de lipid0 pudo
ser detectado en el espectro del embrion obtenido por RMN
despues de aplicar el proceso de estratiticacion  a las
semi l l as .

Previamente 10s  datos de germination  mostraron que todos
10s  embriones (28 de 54 semillas) que habian  perdido una
cantidad significante  de lipidos, demostrado en el  espectro
por RMN y por las pobres imageries  obtenidas por RM
antes del proceso de estratificacion, fallaron en get-minar.
Tambien muchos de 10s  embriones (I4 de 54 semillas) que
exhibieron un espectro “normal”y  que mostraron imageries
in tensas  en  RM no  germinaron .  S in  embargo ,  cuando se
detectaron suftcientes  lipidos en el espectro por RMN, fue
impos ib le  d i fe renc iar  en t re  10s  embr iones germinab les  y
no germinables antes o despues  del proceso de
estratificacion (Vozzo ef  al. 1960).

La densidad de 10s  tejidos se pueden estudiar con
procedimientos de radiografia  conventional. log&dose
buenas interpretaciones de la estructura y de 10s  danos  en
las  semillas. Como herramienta para  el control de calidad.
esta tecnica esta limitada  a una observation general para
distinguir entre semillas con embrion  bien desarrollado y
aquellas con embridn  poco  desarrollado o sin el RC puede
ser tambien util  para  detectar semillas infestadas con
insectos  y semillas mecanicamente dafiadas.  Por otra parte
la tecnica de TC provee imageries  en un solo plano las
cuales permiten  la interpretation por estratos de 10s  tejidos
densamente estructurados. La hidratacion afecta la
interpretation de las imageries  obtenidas por RC y TC,
debido a que el agua es por naturaleza un agente radioopaco.
Sin embargo, el agua es un element0  esencial tanto  para  el
proceso de germination  coma para el proceso de
almacenamiento. Finalmente, la tecnica  de RM da una
ventaja en la interpretation  del movimiento intemo del
agua. La correlation  descrita en este estudio usando
semillas de walnut son tambien  validas  para  detectar  y
localizar aguay largas  cadenas  de lipidos en otras semillas.

La obtencion  de imdgenes  a traves de RM brinda una
tecnica  altemativa a la radiografia  conventional  para  el
estudio no destructive  de 10s  embriones de semillas (Foucat
ef  a/ 1993) Esta tecnologia da imageries  de alta resolution
de 10s  tejidos vegetales (Connelly et al 1987; Veres el a/
1991) y tiene ademas  la ventaja potential  de dar
information  tisiologica  importante de 10s  tejidos en estudio.
Cambios  de la  d ispon ib i l idad de l  agua en las  yemas de l
arbol  de manzana durante la vemalizacion, un proceso muy
parecido a la estratiticackkt. fueron demostrados con RM
por Faust et al. (I  99 I). Gussoni ef  al (I  993) y Halloin et

al. (I  993) usaron RM para  demostrar la estructura y
distribution  de 10s  lipidos en semillas de oliva (Olea
europaea L. ) y pecan (Carya  illinoensis (Wangenh.) K.
Koch) ,  respec t i vamente .

En la industria del walnut, por ejemplo, con esta tecnica  se
puede identificar la cantidad y distribution  de 10s  depositos
de aceites  (largas cadenas  de acidos  grasos) en semillas de
diferentes fuentes. Por lo que esta ttcnica puede ser
utilizada para  la selection  entre varios gradoskalidades
del walnut comercializado para  la production  de alimentos.

El control de calidad se puede basar en la cuantiticacion
del estado y estatus del contenido de agua interna.
Espec i f i camente .  TC y /o  RM pueden  ser  p roced im ien tos
beneficiosamente usados  para  determinar la germination
potential en semillas de walnut. TC no solamente provee
una Clara  definition  de 10s  gradientes de densidad
relacionados con la viabilidad de las semillas, sino que
tambien  es altamente confiable para  medir estructuras
internas  (con una prec is ion  dent ro  de  0 .25  mm).  N inguna
de estas ttcnicas, TC o RM son destructivas para  las
muestras en estudio y ambas son de gran ayuda y tienen
aplicacion practica  en control de calidad de las semillas.
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